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Resumo

A evolucdo do veneno, uma das misturas mais complexas da natureza, tem
sustentado o sucesso da diversificacdo de inimeras linhagens de animais. Serpentes
deslizantes ou medusas flutuantes utilizam o veneno, um coquetel de peptideos
farmacologicamente ativos, sais e moléculas organicas. Esses animais surpreendentes tém
provocado grande fascinio ao longo da histéria humana. Nesta dissertacdo propomos um
estudo da evolucdo dos venenos no filo Cnidaria, englobando dados protedmicos e
gendmicos. Este projeto teve como objetivos: (1) caracterizar e elucidar a evolucdo da
composi¢do do veneno em Cnidaria por meio da comparacédo de listas de proteinas; (2)
testar a hipotese de que a variagdo na familia de toxinas especifica de cnidarios tem sido
o0 resultado de um regime de selecdo positiva; e (3) determinar a extensdo em que a
duplicacdo de genes pode ser considerada como a principal razéo para a diversificacéo de

toxinas em Cnidaria.

O capitulo “Comparative proteomics reveals common components of a powerful
arsenal in the earliest animal venomous lineage, the cnidarians” propfe o estudo
comparado mais completo sobre a composicdo do veneno de cnidarios e uma hipotese
sobre a montagem evolutiva do complexo arsenal bioquimico de cnidarios e do veneno
ancestral desse grupo basal. Vinte e oito familias de proteinas foram identificadas. Destas,
13 familias foram registradas pela primeira vez no proteoma de Cnidaria. Pelo menos 15
familias de toxinas foram recrutadas no proteoma de veneno de cnidarios antes da

diversificacdo dos grupos Anthozoa e Medusozoa.

Nos capitulos “Evidence of episodic positive selection in the evolution of jellyfish
toxins of the cnidarian venom” e “Gene duplications are extensive and contribute
significantly to the toxic proteome of nematocysts isolated from Acropora digitifera
(Cnidaria: Anthozoa: Scleractinia)”, nossas analises demonstram que as familias de
toxinas nos cnidarios se diversificam amplamente mediante a duplicacdo de genes. Além
disso, em contraste com as familias de toxinas do veneno na maioria das linhagens
animais; nos identificamos um padrdo diferente na familia de toxinas especifica de
cnidarios, em que ha uma selecdo purificadora por longos periodos seguindo longos

tempos de diversificacdo ou vice-versa.



Abstract

The evolution of venom, nature’s most complex concoction, has underpinned the
success and diversification of numerous animal lineages. Slithering serpents or buoyant
jellyfishes employ venom, a cocktail of pharmacologically active peptides, salts, and
organic molecules. These astonishing animals have generated a great fascination
throughout human history. In this dissertation, we propose a study of the evolution of
venoms in the phylum Cnidaria, encompassing proteomic and genomic data. This project
aimed: (1) to characterize and elucidate the evolution of venom composition in Cnidaria
by comparing protein lists; (2) to test the hypothesis that the variation in specific family
of cnidarians toxins has been the result of a positive selection regime; and (3) to determine
the extent to which the genes duplication may be regarded as the main reason for the

diversity of toxins in Cnidaria.

The chapter “Comparative proteomics reveals common components of a powerful
arsenal in the earliest animal venomous lineage, the cnidarians” presents the most
comprehensive comparative study on the cnidarians venom composition and a hypothesis
about the evolutionary assembly of the complex biochemical arsenal of cnidarians and of
the ancestral venom of this basal group. Twenty eight protein families were identified. Of
these, 13 families were described for the first time in the proteome of Cnidaria. At least
15 types of toxin families were recruited in cnidarians venom proteome before the

diversification of Anthozoa and Medusozoa groups.

In the chapters “Evidence of episodic positive selection in the evolution of
jellyfish toxins of the cnidarian venom” and “Gene duplications are extensive and
contribute significantly to the toxic proteome of nematocysts isolated from Acropora
digitifera (Cnidaria: Anthozoa: Scleractinia)”, our analyses indicate that the families of
toxins in cnidarians diversify broadly through gene duplication. Besides, in contrast to
the families of venom toxins in most animals lineages, we identified a different pattern in
the specific family of cnidarians toxins, where there is a purifying selection for periods

long, followed by long periods of diversification or vice versa.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

O VENENO NO REINO ANIMAL

Animais venenosos tém sido tema de fascinagdo ao longo da historia humana,
evidentemente também pelo perigo inerente associado a esses organismos (Casewell et
al., 2013; Arbuckle, 2015). Igualmente, animais venenosos tém sido o objeto de
numerosos estudos cientificos no ultimo século, oferecendo uma vis&o interessante e por
vezes Unica em diferentes areas bioldgicas (Dutertre & Lewis, 2010; King, 2011; Harrison
etal., 2011; Williams et al., 2011, Sunagar et al., 2015).

O veneno é definido como uma secrecao toxica que causa lesao fisiologica, sendo
transferido passiva ou ativamente de um organismo ao meio interno de outro organismo,
por meio de mecanismos de liberacdo e lesdo mecanica (Nelsen et al., 2013). Essa
definicdo inclui animais considerados venenosos (por exemplo, escorpides, serpentes,
aranhas e cnidarios), bem como animais que ndo tém sido tradicionalmente reconhecidos
como tais (por exemplo, sanguessugas, carrapatos, morcegos hematdfagos). Ao se
reconhecer analogias evolutivas de recrutamento e utilizacdo de toxinas por parte de todos
esses animais, assume-se um grande nimero de eventos em que 0 veneno evoluiu de
forma independente, ja que ocorre em pelo menos trinta linhagens diferentes (Fry et al.,
2009a; Casewell et al., 2013). O melhor reconhecimento sobre essas expressdes melhora
nossa compreensdo dos fatores subjacentes a evolucdo dos venenos e suas proteinas
associadas. Paralelamente, chama a atencdo para o grande conjunto de toxinas ainda néo
estudadas, assumidas como um grande potencial para a descoberta de moléculas

bioativas.

O veneno possui multiplas fungdes nas diferentes linhagens do reino animal, como
predacdo (Fry et al., 2009b; Pekar et al., 2014), defesa (Inceoglu et al., 2003; Dutertre et
al., 2014; Grow et al., 2015; Nisani & Hayes, 2015), competicdo intraespecifica
(Whittington et al., 2009; Macrander et al., 2015) e reproducéo (Leeming, 2003) tem sido
atribuidas nos distintos linhagens estudados. Esta diversidade funcional e taxondmica
destaca a importancia do veneno como uma inovagdo evolutiva. Consequentemente, uma

grande variedade de estruturas evoluiram para facilitar a inoculacdo de venenos, como,



bicos, dentes, arpbes, nematocistos, proboscides, espinhos, sprays, e aguilhdes (Fry et al.,
2009a; Smith & Wheeler, 2006; Vonk et al., 2008; Beckmann & Ozbek, 2012).

A maioria dos venenos animais € um coquetel complexo de compostos bioativos.
Os venenos compreendem tipicamente uma mistura de proteinas e peptideos (referido
como toxinas), sais e componentes organicos, tais como aminoacidos e
neurotransmissores (Fry et al., 2009a; Hargreaves et al., 2014, Jouiaei et al., 2015b). Os
componentes proteicos geralmente sdo os mais abundantes. A composi¢do do veneno
geralmente reflete sua fungdo, com venenos defensivos, como em peixes ou abelhas,
sendo mais simples e conservados, em que a acdo principal frequentemente é uma dor
localizada extrema e imediato (Church & Hodgson, 2002; Peiren et al., 2005; de Graaf et
al., 2009). Em contraste, os venenos de predadores sdo mais complexos e varidveis em
composicdo e efeitos fisiologicos (Fry et al., 2009a), e essa complexidade ainda aumenta
0 potencial de variacdo na composi¢cdo do veneno. Essa diversidade de composicdes
resulta em uma variagdo extrema na toxicidade e no modo de a¢éo do veneno entre taxons
préximos (Mackessy, 2010), populacdes de uma mesma espécie (Calvete et al., 2010),
sexos diferentes (Menezes et al., 2010), varia¢cdes ontogenéticas na vida de um individuo
(Andrade & Abe, 1999) e varios outros niveis (Chippaux et al., 1991). Esses processos
moldam, seja por fatores histéricos ou ambientais, o contedo do veneno (Mackessy,
2009; Casewell et al., 2013).

A importancia evolutiva e ecoldgica do veneno tem sido enfatizada nos Gltimos
anos, bem como sua influéncia determinante sobre interagdes interespecificas (Sunagar
et al.,, 2015). Ainda, os sistemas de venenos fornecem modelos sem paralelo para
investigar bases moleculares da adaptacdo, isto é, as inter-relacdes entre selecdo natural
e 0s processos genéticos e moleculares responsaveis por gerar a diversidade molecular e,
portanto, a variagdo na composicdo das toxinas e sua acdo (Wong & Belov, 2012,
Casewell et al., 2013; Starcevic & Long, 2013).

O VENENO NOS CNIDARIOS

Os cnidarios, tais como anémonas-do-mar, corais, aguas-vivas e hidras, sdo a mais
antiga linhagem existente de animais venenosos. Desde sua origem no Neoproterozoico,
ha ~600 milhdes de anos, e portanto antes da Irradiacdo Cambriana, essa linhagem de
anatomia simples presenciou com o surgimento e declinio de inimeras novas formas de

vida com estratégias mais complexas de sensoriamento ambiental, processamento de



informacdes, locomocado e alimentacdo (Shinzato et al., 2007; Van lten et al., 2014).
Talvez uma parte significante do sucesso dos cnidarios possa ser atribuida justamente a
producdo de veneno, mediador essencial na interacdo com presas e predadores
morfologicamente mais complexos (Anderluh & Macek, 2002; Saput, 2009; Badre,
2014).

As cnidas sdo organelas especializadas que definem o filo Cnidaria, capazes de
descarregar seu conteudo interno mediante a ativagdo dos cniddcitos por estimulos
externos, mecanicos ou quimicos. Cnidas contém elementos estruturais e quimicos
elaborados, que atuam em diferentes funcdes. Cnidas estdo distribuidas em vérias partes
do corpo dos cnidarios, sendo classificadas em trés tipos principais, viz., nematocistos,
espirocistos e pticocistos (Ostman, 2000; Ozbek et al., 2009). Os nematocistos,
especificamente, sdo encontrados em todos os cnidarios, sendo a estrutura primaria de

inoculacdo do veneno nos organismos-alvo (Fautin, 2009).

Desde o inicio do século XX, varios experimentos analiticos e observacoes
clinicas exploraram a diversidade toxicoldgica dos venenos de cnidarios. A diversidade
dos componentes do veneno varia desde compostos ndo proteicos (por exemplo, purinas,
aminas biogénicas) até proteinas de peso molecular elevado, tais como enzimas que
incluem proteinas lipoliticas e proteoliticas que catabolizam os tecidos da presa, toxinas
que formam poros e podem causar morte celular via lise osmética, e neurotoxinas que
exibem atividades réapidas e especificas atuando sobre canais i6nicos (Suput, 2009;
Mariottini & Pane, 2013; Badré, 2014; Mariottini, 2014; Jouiaei et al., 2015b; Mariottini
etal., 2015).

Como outros campos da Biologia, investigacdes sobre venenos foram
revolucionadas nos ultimos anos com abordagens da biologia de sistemas, i.e. gendmica,
transcriptbmica e proteébmica. Estudos de transcriptomas e proteomas tém mostrado que
0s nematocistos de varios cnidarios contém proteinas, algumas das quais unicas para o
grupo, e outra ja identificadas previamente para outros animais venenosos, mas poucas
toxinas, de fato tém sido caracterizadas (Balasubramanian et al., 2012; Weston et al.,
2013; Li et al., 2014; Rachamim et al., 2014; Brinkman et al., 2015; Gacesa et al., 2015;
Jouiaei et al., 2015a; Macrander et al., 2015). Essa complexidade surpreendente e o
enorme potencial dos venenos de cnidarios faz surgir varias questdes e possibilidades

unicas para pesquisas.



OBJETIVOS GERAIS DO ESTUDO

Listas de proteinas de oito espécies correspondentes a quatro classes de cnidarios,
sequéncias de nucleétidos e aminodcidos de uma familia de toxinas especifica de
cnidarios e o genoma do coral Acropora digitifera, foram usadas com o objetivo de: (i)
caracterizar comparativamente a composicao dos diferentes venenos entre as classes de
cnidarios; (i) inferir a evolugédo da composicdo do veneno entre as diferentes classes; (iii)
inferir a historia evolutiva e as pressdes de selecdo que influenciaram uma familia de
toxinas especifica de cnidarios, (iv) determinar qual a importancia de processos de
duplicacdo génica na formacéo da diversidade molecular no veneno da espécie de coral

Acropora digitifera.

ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta tese esta organizada em cinco capitulos, sendo o primeiro esta introducao,

que expde as caracteristicas gerais do estudo, seus objetivos e sua organizacao.

O Capitulo 2, “Comparative proteomics reveals common components of a
powerful arsenal in the earliest animal venomous lineage, the cnidarians”, tem como
objetivo caracterizar e elucidar a evolugdo da composicdo do veneno em Cnidaria por
meio da comparacdo de listas de proteinas resultantes das analises protebmicas de
Chrysaora lactea, Tamoya haplonema e Chiropsalmus gquadrumanus, geradas neste
estudo, e listas de proteinas de estudos publicados anteriormente para Acropora digitifera
(Gacesa et al., 2015), Olindias sambaquiensis (Weston et al., 2013), Anemonia viridis,
Hydra magnipapillata e Aurelia aurita (Rachamim et al., 2014). Essa analise corresponde
ao estudo comparado mais completo sobre a composicdo do veneno de cnidarios,
levantando hipdteses sobre a montagem evolutiva do complexo arsenal bioquimico de

cnidarios e dos venenos ancestrais desse grupo basal.

O Capitulo 3, “Evidence of episodic positive selection in the evolution of jellyfish
toxins of the cnidarian venom”, tem como objetivo testar a hipdtese de que a variagao
nessa familia de toxinas especifica de cnidarios tem sido o resultado de um regime de
selecdo positiva. De fato, nossas analises identificaram um padréo diferente, em que ha
uma selecgéo purificadora por longos periodos seguindo longos tempos de diversificacao.
Esse padréo ¢ contrastado com a biologia do grupo e a funcdo que nematocistos possuem

a histéria natural de cnidarios.



O Capitulo 4, “Gene duplications are extensive and contribute significantly to the
toxic proteome of nematocysts isolated from Acropora digitifera (Cnidaria: Anthozoa:
Scleractinia)”, ¢ um artigo que publicamos recentemente ¢ aqui ¢ apresentado como
anexo. Este estudo determina a extensdo em que a duplicacdo de genes pode ser
considerada como a principal razdo para a diversificagcdo de toxinas em Cnidaria. Para tal,
comparamos sequéncias de aminoécidos das toxinas previstas e derivadas do genoma
traduzido de A. digitifera com toxinas putativas observadas em anélises protedmicas de
proteinas sollveis que foram obtidas de nematocistos isolados. Concluimos que a
duplicacdo genica desempenha um papel significativo para a diversificacdo de toxinas

nesta espécie de coral, mas ndo explica a totalidade da diversidade de seu arsenal.

O Capitulo 5 traz as consideragdes finais deste estudo, destacando os principais
resultados obtidos nos capitulos anteriores, e apresenta um marco tedrico de questdes que
surgiram a partir desses resultados e que poderdo ser abordadas em trabalhos futuros sobre

evolucdo dos venenos em cnidarios.
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CAPITULO 5

Consideracoes Finais

Embora haja avancos no conhecimento, permanecemos ignorantes sobre muitas
das facetas da histdria natural dos venenos e das interagdes entre esta historia natural e
processos e padrdes de evolucdo do conteldo desses arsenais quimicos. A evolugdo
molecular das distintas familias de toxinas no veneno, e seus mecanismos subjacentes,
também sdo pouco compreendidos (Casewell et al., 2013; Sunagar et al., 2015).
Constatando-se esse desconhecimento em grupos amplamente estudados, pode-se
imaginar as deficiéncias de conhecimento em relagdo a um grupo como os cnidarios, em
que esforgos vém recém tomando corpo. A identificacdo de peptideos tdxicos especificos
em cnidarios esta limitada a um pequeno nimero de toxinas e tdxons (principalmente de
anémonas-do-mar), identificados por métodos analiticos tradicionais de proteinas, com
uma amostragem sub-representada (Weston et al., 2013; Li et al., 2014; Rachamim et al.,
2014; Brinkman et al., 2015; Gacesa et al., 2015; Jouiaei et al., 2015a, 2015b, 2015¢c).

Neste estudo descrevemos trés novos proteomas de dois cubozoarios € um
cifozoéario. Estes dados, somados aos 5 proteomas anteriormente descritos, permitiram
comparagOes mais abrangentes da composicdo dos venenos dos diferentes grupos.
Identificamos representantes de todas as superfamilias mais importantes de proteinas
toxicas, o que reflete a grande convergéncia das familias de proteinas entre todos as
linhagens venenosas, ao mesmo que demonstra a complexidade do veneno de Anthozoa
e Medusozoa. Das 28 familias de proteinas identificadas neste trabalho, proteinas
similares a 13 familias foram registradas pela primeira vez no proteoma de Cnidaria.
Paralelamente, estes dados permitiram elaborar a mais completa hipdtese sobre o
desenvolvimento evolutivo do arsenal bioguimico em cnidarios, em que vislumbra-se
novas perspectivas sobre a origem do veneno no grupo. H4 ao menos 15 familias de
toxinas recrutadas no proteoma de veneno de cnidarios antes da diversificagdo dos grupos
Anthozoa e Medusozoa, sugerindo que os ancestrais dos cnidarios ja possuiam intensa

atividade tdxica, em um padrdo similar aos venenos atuais.



Outras conclusdes importantes deste estudo estdo relacionadas a evolucgéo
molecular dos proteomas, demonstrando-se que familias de toxinas nos cnidarios se
diversificam amplamente mediante a duplicacdo de genes, um mecanismo amplamente
distribuido neste tipo de proteinas (Wong & Belov, 2012), mas ndo exclusivamente por
esse mecanismo. A evolucao do veneno de Cnidaria também contrasta com a evolugéo
répida e a selecdo positiva das familias de toxinas do veneno na maioria dos linhagens
animais conhecidas até o momento (Kordis & Gubensek, 2000; Fry et al., 2009; Casewell
et al., 2013). De fato, a familia de toxinas especifica de cnidarios (jellyfish toxin, JFT)
mostra um padrdo diferente, com episodios de evolucdo diversificada que afeta poucos
ramos e sitios individuais desse grupo de toxinas, o qual parece ser o padrdo em linhagens
mais antigas de animais venenosos (Jouiaei et al., 2015b; Sunagar & Moran, 2015).

Caracterizacbes gendmicas, transcriptbmicas e protebmicas de veneno,
coletivamente conhecidas como “vendmica”, tém potencial para elucidar os mecanismos
moleculares que operam na evolucdo das familias de genes presentes no veneno,
sobretudo nos elementos que controlam sua regulacéo e expressao. Além disso, esta maior
disponibilidade de métodos permitira que a investigacdo venémica no futuro préximo

proporcione novas dimensdes de compreensdo para a evolugao e ecologia dos venenos.
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